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RESUMO 
Para superar o problema do aumento de resistência às drogas, os medicamentos 
tradicionais são fontes importantes na investigação de potenciais novos antimaláricos. 
Caesalpinia pluviosa, mais conhecida como „sibipiruna‟, é originária do Brasil e estudos 
mostraram que este gênero apresenta várias propriedades farmacológicas, incluindo a 
atividade antimalárica. O extrato bruto obtido da casca foi submetido ao fracionamento 
com diferentes solventes resultando em sete frações. Para avaliar a citotoxicidade do 
extrato e frações em células MCF-7 foi realizado o ensaio de MTT. Essas amostras foram 
testadas in vitro contra P. falciparum cloroquino sensível (3D7) e resistente (S20) e in vivo 
em camundongos infectados por P. chabaudi. A interação da fração etanólica 100% de C. 
pluviosa com o artesunato foi avaliado e análises de espectrometria de massas foram  
realizados. As frações etanólica 100% e metanólica 50% apresentaram atividade 
antimalárica significativa em concentrações não tóxicas, e o ensaio de interação 
medicamentosa do artesunato com a fração etanólica 100% foi sinérgico. Essa fração foi 
capaz de inibir significativamente a parasitemia dos animais de forma dose dependente 
após 4 dias de tratamento (0-3 dia pós infecção). Além disso, análise de espectrometria 
de massas revelou a presença do íon m/z 303.0450, sugerindo a presença de quercetina. 
No entanto, em uma segunda análise com o padrão de quercetina mostrou íons diferentes 
como m/z 137 e 153. Nossos resultados mostram que a fração etanólica 100% de C. 
pluviosa apresentou atividade antimalárica in vitro em concentrações não tóxicas e esse 
efeito foi potencializado com a presença de artesunato. Além disso, essa atividade 
antimalárica foi também sustentada após o tratamento in vivo de camundongos 
infectados. Finalmente, as análises de espectrometria de massas sugerem que um novo 
viii 
 
composto, provavelmente um isômero da quercetina, possa estar relacionado à atividade 
antimalárica da fração etanólica 100%. 
Palavras-chave: Malária, Plasmodium falciparum, Caesalpinia pluviosa, Atividade 
antimalárica 
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ABSTRACT 
To overcome the problem of increasing drug resistance traditional medicines are 
an important source for investigation of potential new antimalarials. Caesalpinia pluviosa, 
commonly named „sibipiruna‟, is originated from Brazil and studies showed that this genus 
present multiple therapeutic properties, including antimalarial activity. Crude extract 
obtained from stem bark was purified with different solvents, resulting in seven fractions. 
MTT assay was performed to evaluate cytotoxicity in MCF-7 cells. The crude extract and 
its fractions were tested in vitro against chloroquine-sensitive (3D7) and -resistant (S20) 
strains of Plasmodium falciparum and in vivo in P. chabaudi-infected mice. In vitro 
interaction with artesunate and C. pluviosa fraction was assessed and mass spectrometry 
analyses were conducted. At non-toxic concentrations the 100% ethanolic and 50% 
methanolic fractions presented significant antimalarial activity against both 3D7 and S20 
strains, and drug interaction assays with artesunate showed a synergistic effect with 100% 
ethanolic fraction. This fraction was able to inhibit mice parasitemia significantly and in a 
dose dependent manner after 4 days treatment (0-3 post-infection). Moreover, mass 
spectrometry analyses revealed the presence of an ion corresponding to m/z 303.0450, 
suggesting the presence of quercetin. However, a second set of analyses, with the 
standard quercetin, showed distinct ions of m/z 137 and 153. Our findings show that the 
100% ethanolic fraction of C. pluviosa exhibited antimalarial activity in vitro at non-toxic 
concentrations and this effect was potentiated with the presence of artesunate. Moreover, 
this antimalarial activity was also sustained in vivo after treatment of infected mice. Finally, 
mass spectrometry analyses suggest a new compound, most likely an isomer of quercetin, 
related with antimalarial activity of the 100% ethanolic fraction. 
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A malária, doença causada por protozoário do gênero Plasmodium, é um dos 
principais problemas de saúde pública no mundo. Cerca de 40% da população mundial 
estão sob o risco dessa doença e estima-se que há entre 300 e 500 milhões de casos de 
infecção e 1 milhão de mortes anualmente, principalmente de crianças e mulheres 
grávidas. Quase a totalidade das mortes acontece na África subsaariana, contudo, a vasta 
maioria dos países tropicais e subtropicais também é afetada (Figura 1). No Brasil, a 
malária é endêmica na Amazônia Legal que abrange os estados do Acre, Amazonas, 
Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins com média de 
500 mil casos ao ano (Figura 2) (SVS, 2008).  
 
Figura 1. Malária no mundo. Áreas de transmissão da doença (WHO, 2010) 
4 
 
 
Figura 2. Malária no Brasil. Casos notificados em 1000. (WHO, 2009) 
Os parasitos causadores da malária pertencem ao filo Apicomplexa, família 
Plasmodiidae e ao gênero Plasmodium. Atualmente são conhecidas cerca de 150 
espécies causadoras de malária em diferentes hospedeiros vertebrados. Destas, cinco 
espécies parasitam o homem: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. 
knowlesi. Esta última espécie, originalmente causadora de malária em símios, tem sido 
recentemente reportada em vários casos de infecções humanas em países asiáticos 
(SINGH et al., 2004). No Brasil, mais especificamente na Amazônia Legal, as infecções 
causadas por P. vivax e P. falciparum correspondem, respectivamente, a 
aproximadamente 85% e 15% das notificações de casos de malária (WHO, 2009). Nessa 
região, essas espécies produzem taxa elevada de morbidade porém a de mortalidade é 
baixa e vem caindo ao longo dos anos, de 0,038% em 2000 para 0,013% em 2009, como 
resultado do diagnóstico e tratamento precoce dos doentes. Cerca de 85% dos casos de 
malária estão na região africana onde P. falciparum é a espécie mais prevalente e a mais 
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virulenta. Em 2008, levou a óbito cerca de 1 milhão de pessoas devido à evolução da 
infecção para formas graves, como a malária gestacional e malária cerebral (WHO, 2009). 
A infecção inicia-se quando esporozoítos infectantes são inoculados no hospedeiro 
vertebrado pelo inseto vetor, mosquitos fêmeas do gênero Anopheles (Figura 3). Da 
derme, essas formas móveis atingem a corrente sanguínea, migram por diversas células 
e invadem os hepatócitos. O reconhecimento e a invasão são mediados por proteínas 
presentes na superfície do esporozoito tais como a proteína circunsporozoítica (CS) 
(MYUNG et al., 2004), antígeno da membrana apical (AMA) (SILVIE et al., 2004) e 
proteína adesiva relacionada à trombospondina (TRAP) (SULTAN et al., 1997). No fígado 
o parasita se reproduz assexuadamente formando vários merozoítos-formas infectantes 
para hemácias- em uma vesícula denominada merossomo (AMINO et al., 2006). Os 
merozoítos, ao atingirem a corrente sanguínea, interagem com os eritrócitos e os invadem 
através do reconhecimento do resíduo de ácido sialico da membrana dos eritrócitos com 
suas proteínas de superfície, como as da família MSP (proteínas de superfície de 
merozoítos) (BLACKMAN et al., 1990). Nas hemácias os merozoítos se diferenciam em 
trofozoítos e esquizontes, sendo que este último, ao se romper, libera milhares de 
merozoítos que invadirão novos eritrócitos. A duração desse ciclo eritrocítico é de 48 
horas nas espécies P. falciparum, P. ovale e P. vivax e 72 horas em P. malariae. Após 
algumas gerações de merozoítos, ocorre a diferenciação em estágios sexuados, os 
gametócitos, que seguirão seu desenvolvimento no mosquito vetor. Ao final dessa fase 
sexuada do parasita são originadas as formas esporozoíticas que poderão ser inoculadas 
no hospedeiro humano em um próximo repasto sanguíneo do mosquito, garantindo, 
assim, a continuidade do ciclo parasitário. Os sintomas da doença, associados à fase 
eritrocítica do parasita, são caracterizados por um mal-estar, febre, calafrios periódicos, 
cefaléia, cansaço, mialgia, vômitos. Nesse quadro a anemia também está presente e é a 
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maior causa de internações relacionadas a esta doença na África (NEWTON et al., 1997). 
Nesta região, este problema ainda é agravado por deficiências nutricionais e imunológicas 
frequentemente encontradas na infância, juventude e gravidez. A doença pode evoluir 
para formas graves causando edema pulmonar, disfunção hepática e placentária, 
insuficiência renal, além de poder levar o paciente ao coma. 
 
Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium spp. (GREENWOOD, 2008). 
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Durante anos acreditava-se que o controle do mosquito transmissor da malária 
seria a solução para a erradicação da doença. No entanto, o uso indiscriminado do DDT 
(Dicloro-Difenil-Tricloroetano) e de piretróides provocaram o aparecimento de insetos 
resistentes (GREENWOOD, 2005). Além disso, até o presente momento não existe uma 
vacina comercialmente disponível. As vacinas em estágios mais avançados oferecem 
proteção parcial, não afetando significativamente a transmissão da doença e as que 
protegem totalmente, se deparam com desafios tecnológicos em termos de produção, 
formulação e entrega que ainda precisam ser superados (The malERA Consultative 
Group on Vaccines, 2011). A principal forma de combate a transmissão dessa doença é 
baseada no uso de medicamentos que visam à interrupção da esquizogonia sanguínea, 
responsável pela patogenia e manifestações clínicas da infecção. 
Os principais antimaláricos são: quinino, cloroquina, primaquina, mefloquina e 
artemisinina. Muitos desses são derivados da quinolina, resultante da manipulação da 
molécula de quinino (Figura 4A). Esta substância foi encontrada na casca de Cinchona 
spp., árvores presentes em altas altitudes na América do Sul. No século XVI, a casca e 
as sementes desta planta foram levadas pelos jesuítas à Europa para serem utilizadas no 
tratamento da malária humana. O quinino inspirou a síntese da cloroquina (Figura 4B) 
que o substituiu durante a Segunda Guerra Mundial. A cloroquina estava perto de ser um 
antimalárico de amplo espectro, e por décadas foi utilizado devido à alta eficiência contra 
todas as espécies de Plasmodium, impedindo no parasita a detoxificação do grupamento 
heme, derivado tóxico proveniente da degradação da molécula de hemoglobina. Entre 
suas qualidades destacam-se, baixa toxicidade, baixo custo e elevada tolerância. No 
entanto, a difusão da resistência tem diminuído seu uso ao longo do tempo nos países 
onde a redução da sua eficácia tem sido observada. Em 30 países, entre 2000 e 2009, a 
taxa de insucesso no tratamento com cloroquina foi de alta a extremamente alta (19,8 a 
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100%) em quase todos os países, exceto na Malásia, Nicaragua e Honduras, (Figura 5) 
(WHO, 2010). Esse medicamento, entretanto, mantém sua eficiência no tratamento de 
infecções por P. ovale, P. malariae e P. vivax nas quais a resistência é baixa ou ainda 
inexistente. Essa resistência está relacionada a mutações nos genes dos transportadores 
de resistência a cloroquina (pfcrt) e dos transportadores multiresistentes a drogas (pfmdr), 
que reduzem a concentração da cloroquina no vacúolo alimentar (SANCHEZ et al., 2010).  
Dentre os atuais antimaláricos isolados de plantas, o mais importante é a 
artemisinina (Figura 4C). A planta Artemisia annua tem sido utilizada na medicina chinesa 
por mais de 2000 anos para o tratamento de doenças febris. Em 1970 a estrutura do 
composto ativo foi identificada e a partir dele vários derivados foram sintetizados, 
incluindo artemeter, artesunato e dihidroartemisinina. Esses derivados têm excelente nível 
de segurança, rápida ação e são ativos contra vários estágios de Plasmodium spp. 
(ADJUIK et al., 2004), inibindo no parasita a enzima trifosfatase adenosina dependente de 
Ca+2, a PfATPase 6 (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 2003). Estudos anteriores sugerem ainda 
que as artemisininas modulem o estresse oxidativo parasitário, reduzindo os níveis de 
antioxidante e glutationa (KRUNGKRAI et al., 1987; MESHNICK et al., 2002; ITTARAT et 
al., 2003) e inibindo, na mitocôndria, a cadeia respiratória (KRUNGKRAI et al., 1999). 
Entretanto, esse grupo de antimaláricos está associado à alta taxa de recrudescência 
após monoterapia devido a propriedades farmacocinéticas, como a característica de meia 
vida curta (NAVARATNAM et al., 2000). Portanto, são usualmente associados a outros 
antimaláricos com tempo de meia vida longo, como a mefloquina e a lumefantrina (WHITE 
e OLLIARO, 1996). A combinação de antimaláricos com mecanismos de ação distintos 
tem sido recomendada para prevenir ou retardar o aparecimento de parasitas resistentes. 
Estudos clínicos realizados na Tailândia mostraram uma excelente eficácia do tratamento 
combinado artesunato-mefloquina, apesar da facilidade de aquisição de resistência do 
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parasito à mefloquina (NOSTEN et al., 2000). Devido aos bons resultados da associação 
de medicamentos, a Organização Mundial de Saúde recomenda, para casos de malária 
não-complicada causada por P. falciparum, tratamento a base de artemisinina (ACT) 
combinado com antimaláricos tradicionais. Essa política está sendo adotada em muitos 
países (WHO, 2010). Em alguns países como o Brasil, Etiópia, Indonésia, Malásia, Peru, 
Tailândia, Nova Guiné, Ilha de Soloman e Mimar onde houve a notificação de pelo menos 
um caso de resistência de P. vivax à cloroquina também está sendo aconselhado pela 
OMS o uso de ACT (WHO, 2010). Embora a artemisinina e seus derivados sejam 
antimaláricos de grande eficácia, a seleção de parasitos resistentes à artemisinina e ao 
artesunato foi mostrada em Plasmodium chabaudi, parasito causador de malária em 
camundongo, que cresceu em presença de concentrações crescentes de artemisinina ou 
artesunato (AFONSO et al., 2006). Além disso, esta resistência se manteve em clones, 
após congelamento, cultivo sem o fármaco e transmissão por mosquitos. Estudos 
recentes no oeste do Camboja têm mostrado o surgimento de parasitas com resistência 
parcial à artemisinina. A taxa de depuração desses pacientes infectados e tratados com 
ACT é mais lenta, além da diminuição da sensibilidade do parasita ao artesunato 
(DONDORP et al., 2009).  
 
Figura 4. Fórmulas estruturais dos principais antimaláricos. Quinino (A), 
cloroquina (B) e artemisinina (C). (WHO, 2006) 
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Figura 5. Áreas de transmissão da malária e de resistência aos antimaláricos 
(WHO, 2006). 
Há a necessidade de se buscar novas drogas com atividade antimalárica devido à 
presença e disseminação de parasitas resistentes aos principais antimaláricos utilizados. 
Essa busca se baseia principalmente na medicina popular de vários países que utilizam 
as plantas para o tratamento ou sintomas da malária. Essas pesquisas em 
etnofarmacologia e fracionamento bioguiado dessas plantas resultaram em alguns dos 
principais antimaláricos, como o quinino e artemisinina, e ainda têm levado ao isolamento 
de novos e promissores antimaláricos com uma ampla variedade de estruturas (BERO et 
al., 2009). Dois compostos fenólicos (+)-catequina 5-galato e (+)-catequina 3-galato, 
obtidos por meio do fracionamento do extrato de folhas de Piptadenia pervillei Vatke 
(Leguminosae), apresentaram boa atividade in vitro, com IC50 abaixo de 1,5 mM contra 
cepa de P. falciparum resistente a cloroquina (RAMANANDRALBE et al., 2008). Um 
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alcalóide indoloquinolona dimérico biscriptolepina obtido da planta Cryptolepis 
sanguinolenta (Asclepiadaceae) mostrou também boa atividade contra P. falciparum 
multiresistente (IC50=0,27 µM), com baixa toxicidade (VAN MIERT et al., 2005). O estudo 
com o extrato metanólico de Albizia gummifera (Leguminosae) identificou os seguintes 
compostos alcalóides: budmunchiamina K, 6-hidroxibudmunchiamina K, 5-
normetilbudmunchiamina K, 6-hidroxi-5-normetillbudmunchiamina K e 9-
normetilbudmunchiamina K que apresentaram IC50 menor que 0,5 µM contra P. falciparum 
sensível a cloroquina e menor que 2 µM contra P. falciparum resistente a cloroquina. 
Esses compostos reduziram a parasitemia dos animais entre 43 e 72% (RUKUNGA et al., 
2007). No entanto, dos 480 compostos isolados e testados quanto à atividade 
antiplasmodial in vitro de 2005 a 2008 poucos apresentaram atividade alta1 que poderiam 
ser alvo de investigações posteriores. Ao considerarmos a classe química e família 
desses compostos ativos, observamos que eles pertencem principalmente a diterpenos e 
alcalóides (20 e 30 compostos, respectivamente), flavonóides e sequisterpenos (10 e 15 
compostos, respectivamente), sendo a maioria desses, isolados da subfamília 
Caesalpiniaceae (BERO et al., 2009). 
Pertencente à família Fabaceae e subfamília Caesalpinacea, o gênero Caesalpinia 
é nativo do Brasil e pode ser encontrado em todas as regiões do país (LEWIS, 2010). 
Caesalpinia spp. é uma fonte rica de furanóides diterpenos cujo esqueleto molecular é 
consequência da fusão de três anéis ciclohexano e um anel furano. Esses compostos 
foram encontrados e isolados em várias espécies pertencentes ao gênero Caesalpinia, 
como: C. bonduc, C. minax, C. pulcherrim, C. major, C. crista, C. sappan. Já foram 
demonstradas atividades antioxidante, antiviral (JIANG et al., 2001), antibacteriana 
                                                             
1 Atividade antimalárica alta com IC50< 2µM e atividade moderada com 2<IC50<11µM. (Bero et al., 
2009 ). 
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(DICKSON et al., 2007) e antimalárica (SAIRAFIANPOUR et al., 2001) de alguns desses 
compostos. A partir do extrato de sementes de Caesalpinia crista foram isolados 
compostos diterpenóides que mostraram atividade antiplasmodial in vitro significativa com 
IC50 variando de 90 ηM a 6,5 µM (LINN et al., 2005). Além dos diterpenos já foram 
encontrados compostos triterpenóides, flavonóides e homoisoflavonóides em espécies 
desse gênero. Extratos de Caesalpinia volkensii, foram avaliados in vitro por KURIA et al. 
(2001) quanto a sua atividade antiplasmodial, pelo fato de suas folhas serem utilizadas 
para tratar malária no Quênia (GACHATHI, 1993). Nesse estudo os extratos etanólico, 
metanólico, aquoso e petrólico foram mais ativos em cepa sensível a cloroquina do que 
em cepa resistente. A associação do extrato de C. volkensii com a cloroquina reduziu a 
parasitemia em até 85,1% em camundongos infectados com Plasmodium berghei, como 
mostra um estudo de MUREGI et al., (2007). Caesalpinia pluviosa popularmente 
conhecida como Sibipiruna é uma árvore com copa bastante ornamental, atualmente 
umas das espécies nativas mais cultivadas para arborização de ruas no centro sul do país 
(Figura 6). DEHARO et al., (2001) ao avaliarem a potência antimalárica de 125 extratos 
de plantas utilizadas pelos Tacana - grupo étnico residente na província de Iturralde, área 
de La Paz, Bolívia - para tratar malária ou outras morbidades, mostraram atividade in vitro 
significativa do extrato etanólico de Caesalpinia pluviosa, sendo mais eficiente contra 
cepa resistente a cloroquina do que em cepa cloroquino-sensível. Essa atividade 
antimalárica, entretanto, não foi observada no tratamento de camundongos infectados por 
Plasmodium murino. 
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            Figura 6. Caesalpinia pluviosa 
 O fato de que o isolamento dos principais compostos com atividade antimalárica 
terem sido feitos a partir de estudos com plantas e a redução da eficiência desses 
medicamentos no tratamento da malária demonstram que a busca de um novo 
antimalárico a partir da flora é promissora. Entre 2005 e 2008 a maioria dos compostos 
isolados com atividade antimalárica perteciam à subfamília Caesalpiniaceae. Visto que C. 
pluviosa faz parte dessa subfamília e que seu extrato demonstrou alguma atividade 
antimalárica in vitro (DEHARO et al., 2001) indicam que estudos mais aprofundados com 
essa árvore devem ser realizados. 
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Tanto os tratamentos da medicina popular quanto os atuais medicamentos usados 
contra a malária indicam que a busca de um composto ativo em plantas, apesar de 
demandar uma grande quantidade de esforços e testes, têm resultado em importantes 
descobertas e alternativas para o tratamento de uma das doenças que mais mata no 
mundo. Assim, o intuito deste trabalho foi: 
i avaliar a atividade antimalárica do extrato e das frações de Caesalpinia pluviosa 
em cultura de eritrócitos infectados por P. falciparum; 
ii avaliar a capacidade de algumas frações em controlar a parasitemia de animais 
infectados por Plamodium murino; 
iii analisar por espectrometria de massas os compostos presentes em possíveis 
frações ativas. 
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 Preparação do extrato bruto 
As cascas de Caesalpinia pluviosa Benth. (Caesalpinia peltophoroides DC.) foram 
coletadas no Campus da Universidade Estadual de Maringá (CUEM), em setembro de 
2006. A exsicata foi depositada no herbário dessa instituição com o voucher #HUEM 
12492. Cerca de 1600 g da casca fresca coletada foram levados à estufa para secagem 
durante 6 dias. A perda de água resultou em 930 g de planta seca, que foram então, 
moídos e colocados em um turbolisador durante 15 minutos com 9 L de etanol:água 50:50 
v/v para o processo de extração. O filtrado obtido foi concentrado em evaporador rotatório 
sob pressão reduzida, à temperatura de 40 ºC, até a eliminação completa do solvente 
orgânico. Esse concentrado foi congelado em nitrogênio líquido e liofilizado, resultando no 
extrato bruto, que foi armazenado a -20 °C. Uma alíquota desse extrato foi utilizada pelo 
Laboratório de Imunoparasitologia Experimental da Universidade Estadual de Campinas 
(UNICAMP) para avaliação in vitro de sua atividade antimalárica e a outra para a 
realização do processo de partição líquido-líquido no laboratório de farmacognosia da 
Universidade Estadual de Maringá. 
Separação dos constituintes do extrato bruto a partir de uma partição líquido-
líquido 
Cerca de 50 g do extrato bruto liofilizado foram diluídos em 600 mL de água 
destilada. Esta solução foi colocada em um funil de separação juntamente com 600 mL de 
acetato de etila. O funil foi agitado delicadamente para evitar formação de emulsão e 
aguardou-se a separação das duas fases: aquosa (F1) e acetato de etila (F2). A fração 
acetato de etila (F2) foi retirada do funil e acrescentou-se mais 600 mL de acetato de etila 
a fração aquosa (F1). Esse processo foi repetido dez vezes. As fases foram concentradas 
separadamente em evaporador rotatório sob pressão reduzida, à temperatura de 40 ºC, 
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até eliminação completa do solvente orgânico. As frações foram, então, congeladas em 
nitrogênio líquido e liofilizadas. A atividade antiplasmódica da fração F1 e da fração F2 foi 
avaliada em testes in vitro. Com essa última fração, no laboratório de farmacognosia da 
Universidade Estadual de Maringá, foi realizada uma cromatografia em coluna aberta 
contendo Sephadex LH-20. 
Refracionamento da fração F2 por meio de uma cromatografia em coluna 
aberta 
Três gramas da fração F2 foram solubilizados em etanol:água 50:50 v/v com ajuda 
do ultra-som e adicionados à coluna Sephadex LH-20. Em seguida, os solventes etanol e 
metanol, puros ou misturados com água na proporção 50:50 (v/v), foram adicionados 
separadamente à coluna resultando em cinco sub-frações: etanólica 50% (F3; 2,17 g), 
etanólica 100% (F4; 0,21 g), metanólica 50% (F5; 0,06 g), metanólica 100% (F6; 0,17 g) e  
acetona-água 70% (F7; 0,08 g). Todas as frações foram concentradas em evaporador 
rotatório sob pressão reduzida a 40 ºC, exceto a fração ácido acético 2%, congeladas em 
nitrogênio líquido e liofilizadas. As amostras obtidas foram submetidas a testes em cultura 
de eritrócitos infectados por P. falciparum. O esquema de fracionamento está 
exemplificado na Figura 7. 
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Figura 7. Esquema geral da preparação do extrato etanólico e das frações. 
Avaliação da toxicidade do extrato e frações em células MCF-7  
A citotoxicidade do extrato e das frações em células de câncer de mama (MCF-7) 
foi avaliada pelo método de redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazólio (MTT) (MOSMANN, 1983). Em uma placa de 96 poços foram incubadas 
durante 48 horas 2x104 células/poço juntamente com a solução do extrato/ frações nas 
concentrações de 1600, 400, 100 e 25 µg/mL. Em seguida, 5 mg/mL de MTT foi 
acrescentado aos poços e incubou-se por mais 4 horas. A placa foi centrifugada a 1500 
rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 50 µL de 
isopropanol. Por fim, a leitura da absorbância foi medida a 590 ηm (A590) em um leitor de 
ELISA e a inibição da proliferação estimada de acordo com a seguinte fórmula: 
I= (1-média A590 do grupo experimental/média A590 do grupo controle) x 100%. 
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Soluções utilizadas 
Meio de cultura- MCF-7: DMEM-F12 (Nutricell), enriquecido com ECGS-
Suplemento para Crescimento de Células Endoteliais- (Sigma, E0760) 30 µg/mL e 10% 
de SFB- Soro Fetal Bovino. 
Meio de congelamento- MCF-7: DMEN-F12, 20% de SFB e 5% de DMSO-Dimetil 
Sulfóxido Mínimo (Sigma, R4540).  
Avaliação da toxicidade extrato e frações em eritrócitos não infectados 
O extrato e as frações foram solubilizados em DMSO 2,5% nas seguintes 
concentrações: 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 e 0,19 µg/mL. Em uma placa de 96 
poços, acrescentou-se a cada poço 100 µL do extrato e/ou das frações diluídas e 100 µL 
de eritrócitos humanos sorotipo O+ sadios com hematócrito 2% (UNICAMP, Banco de 
Sangue). Ao grupo controle acrescentou-se 200 µL de eritrócitos não infectados (ENI) com 
mesmo hematócrito. Após 48 horas de incubação a quantidade de eritrócitos presentes foi 
avaliada através da contagem em câmara de Neubauer e a toxicidade dos compostos foi 
estimada comparando-se o número de eritrócitos presentes no grupo tratado e no grupo 
controle (não tratado), de acordo com a seguinte fórmula: %ENI= [(número de ENI 
incubados com EB/frações x 100)/ número de ENI sem tratamento]. 
Cultivo de Plasmodium falciparum em eritrócitos infectados 
 Eritrócitos infectados por P. falciparum cloroquino-sensível (3D7) e cloroquino-
resistente (S20) foram cultivados em condições de microaerofilia (TRAGER e JENSEN, 
1976) contendo eritrócitos humanos sorotipo O+ (UNICAMP, Banco de Sangue). Essas 
células com hematócrito de 4% foram suspensas em RPMI-1640 completo, pH 7,4 e 10% 
de plasma humano. A manutenção dos eritrócitos infectados foi feita diariamente, com 
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troca do meio de nutrição do parasito e com controle da parasitemia, que não pode 
ultrapassar 10%. 
Soluções utilizadas 
Meio de cultura: Meio RPMI 1640 (Sigma, R4130), contendo 1% L-Glutamina 
(Sigma, G3126), 2 g/L de glicose Anidra P.A. (Lafan), 5 mg/L de hipoxantina (Sigma – 
H9636-1G), antibiótico gentamicina 40 mg/mL (Schering-Plough).  
O pH foi ajustado para 7,2 com bicarbonato de sódio (Sigma, S5761) e o meio foi 
filtrado em membrana de 0,22 µm no fluxo laminar. Adicionou-se então 10% de plasma 
humano (Hemocamp-Hemocentro/Unicamp) previamente inativado em banho-maria a 56 
°C por 1 hora. 
Meio de congelamento (Glycerolyte): 45% de glicerina (Synth – G1-005), KCl 5mM 
(J. T. Backer 3040-01) e 31 g/L de sódio lactato líquido (Sigma – L4263).  
Soluções para descongelamento: NaCl 12%  pH 6,0 e NaCl a 1,6% pH 5,5. 
Atividade microbicida in vitro do extrato e das frações de Caesalpinia 
pluviosa sobre as formas eritrocíticas de Plasmodium falciparum  
O ensaio de incorporação de hipoxantina radioativa, metabolizada pelo parasita 
para a síntese de ácido nucléico, foi utilizado para determinar a atividade antimalárica de 
C. pluviosa contra o crescimento de P. falciparum de acordo com LOPES et al., 2009. O 
ensaio, realizado em uma placa de 96 poços, consistiu em adicionar a cada poço 100 µL 
de meio de cultura sem (controle) ou com o extrato/frações e 100 µL de eritrócitos 
infectados com P. falciparum (1% de parasitemia e 2% hematócrito). Os extratos foram 
diluídos em DMSO 2,5% e distribuídos em diferentes concentrações de 25-0,19 µg/mL ao 
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grupo teste. Ao grupo controle positivo foi acrescentado DMSO (2,5%) e eritrócitos 
infectados, e ao controle negativo somente eritrócitos não infectados (hematócrito 2%). 
Após 30 horas de incubação a 37 ºC, 50 µL de meio de cultura contendo 10 µCi (3H) 
hipoxantina foi acrescentado a cada poço. Depois de 18 horas a 37 ºC, as células foram 
lisadas, com auxílio de um coletor semi-automático (Cell Harvester- Skatron), em um filtro 
de papel (Milipore). Os filtros foram secos e revelados em um líquido de cintilação (2,5 
Diphenyl oxazole diluído em Toluol). A leitura da radioatividade (CPM) foi realizada em um 
cintilador Beta (Beckman 56000TA). A radioatividade de eritrócitos não infectados também 
foi determinada e utilizada como branco. O crescimento parasitário foi comparado com o 
grupo controle que representa 100% do crescimento. A porcentagem de inibição foi obtida 
através do seguinte cálculo: 
%inibição=100x{[1-(CPMA-CPMCn)/(CPMCp-CPMCn)]} 
 
Onde, CPMA é a cintilação por minuto das amostras tratadas com o extrato/frações; 
CPMCn é a cintilação por minuto do controle negativo (branco); 
CPMCp é a cintilação por minuto do controle positivo. 
A eficácia do extrato foi determinada pela comparação da concentração do composto 
que reduz a metade o crescimento do parasita (IC50).  
Determinação do IC-50  
O IC50 (Concentração de droga necessária para inibir 50% do crescimento dos 
parasitas em cultura) foi acessado através da regressão não linear do gráfico da inibição 
(expresso em porcentagem em relação ao controle) versus a concentração do 
extrato/frações.  
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O extrato e as frações foram classificados quanto a sua ação antiplasmodial in 
vitro de acordo com DEHARO et al., (2000). Serão considerados ativos os que 
apresentaram IC50 menor que 5 µg/mL. Para IC50 entre 5 e 10 µg/mL, os extrato/frações 
foram considerados moderadamente ativos. Acima de 10 µg/mL os extrato/frações foram 
considerados inativos. 
Avaliação in vitro da interação entre a fração F4 e o artesunato sobre as 
formas eritrocíticas de Plasmodium falciparum 
Eritrócitos infectados por Plasmodium falciparum 3D7 (parasitemia 4% e 
hematócrito 2%) foram incubados durante 48 horas na presença da fração F4 
previamente solubilizada em 2,5% de DMSO e artesunato. Este foi sintetizado a partir da 
artemisinina isolada de 1 kg de material seco de planta coletada em campo experimental 
do CPQBA (híbridos Ch x Viet 55) e extraída com etanol, de acordo com protocolo 
descrito em outro trabalho (LOPES et al., 2009). Procedimentos posteriores de semi-
síntese forneceram 98% de ácido artesúnico puro que foi então dissolvido em solução de 
bicarbonato de sódio 0,5% para ser utilizado em eritrócitos infectados. A solução da 
fração F4 foi distribuída em uma placa de 96 poços nas concentrações 4000, 2000, 1000 
e 500 ηg/mL e o ácido artesúnico nas concentrações de 1,8; 0,9; 0,45 e 0,225 ηg/mL. A 
combinação da fração F4 com artesunato foi feita acrescentando 50 µL da fração com 
concentração final de 4000 ηg/mL com 50 µL de ácido artesúnico com concentração final 
de 1,8 ng/mL. As demais concentrações utilizadas foram 2000-0,9 ηg/mL, 1000-0,45 
ηg/mL e 500-0,225 ηg/mL (fração F4-artesunato). Após a incubação, esfregaços 
sanguíneos foram feitos a partir de 10 µL do pellet de hemácia, e a parasitemia 
determinada contando-se o número de eritrócitos infectados em 1.000 (EI). A partir disso, 
a inibição da parasitemia foi estimada quando comparou-se com o controle que 
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representa 100% do crescimento parasitário. Valores de IC50 foram determinados para a o 
antimalárico e fração isoladamente e em combinação e o grau de sinergia avaliado de 
acordo com BERENBAUM et al., (1978). A soma da concentração de inibição fracionária 
SCIF foi calculada pela fórmula: Ac/Ae + Bc/Be=SCIF, em que Ac e Bc são as 
concentrações igualmente eficazes (IC50), quando usados em combinação e Ae e Be são 
concentrações igualmente eficazes (IC50) quando utilizados sozinhos. Desta forma, 
SCIF<1 indica sinergismo, 1<SCIF<2 denota interação aditiva e SCIF≥2 denota 
antagonismo (GUPTA et al., 2002). 
Animais e parasitas 
Neste projeto foram utilizados camundongos C57BL/6 de 7 semanas de idade 
adquiridos do CEMIB-UNICAMP e mantidos no nosso biotério germ-free. Formas 
sangüíneas de P. chabaudi chabaudi, cedidas gentilmente pelo professor Hernando Del 
Portillo (Departmento de Parasitologia, ICB, USP, São Paulo, atualmente no Centro 
Internacional de Pesquisa de Saúde em Barcelona, CRESIB, Barcelona), foram obtidas 
após descongelamento de criotubos e seguido da infecção de camundongos. 
Atividade microbicida da fração F4 e F5 em camundongos infectados por 
Plasmodium chabaudi chabaudi  
Para a realização do experimento foram utilizados camundongos fêmeas da 
linhagem C57BL/6 com idade de 7 semanas, pesando em torno de 20 g, fornecidos pelo 
Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da Universidade Estadual de 
Campinas (Unicamp), sob aprovação do Comitê de Ética na experimentação Animal-
CEEAA/Unicamp (protocolo 1806-1). Os animais foram inoculados intraperitonealmente 
(ip) com 106 hemácias infectadas por P. chabaudi chabaudi. Para avaliar a ação 
esquizonticida da fração F4 foi utilizada a supressão de 4 dias, que corresponde a um 
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tratamento do 0 ao 3° dia pós-infecção (pi) (PETERS, 1970). Nesses dias o grupo controle 
(n=10) foi tratado ip com solução de DMSO 1,25%, preparado em solução salina 
tamponada com fosfato (PBS) e os grupos teste foram tratados (ip) com a fração F4 nas 
doses de 100, 75, 50 e 25 mg/kg/dia e com a fração F5 nas doses de 50 e 25 mg/kg/dia. 
A parasitemia dos animais foi, então, determinada calculando-se o número de eritrócitos 
infectados em 1.000 (EI) através de esfregaços corados com auxílio do Kit Panótico 
Rápido (Laborclin) feitos a partir de uma gota de sangue coletado da cauda dos animais. 
Além disso, a sobrevida foi acompanhada diariamente com o intuito de verificar a 
toxicidade das frações. 
Espectrometria de Massas 
 Os espectros ESI-MS bem como os de ESI-MS/MS foram extraídos no modo 
positivo no espectrômetro de massa Q-TOF (Micromass, Manchester, U.K.). As amostras 
foram dissolvidas em MeOH (grau HPLC) e 10 µL dessa solução foi diluída em 1 mL de 
uma mistura de solvente MeOH/H2O (1:1) com 0,1% de ácido fórmico. As soluções foram 
injetadas por inserção direta no espectrômetro de massa e o tempo de aquisição foi fixado 
em 1 minuto. Foram adotadas condições de operação do equipamento tal como: voltagem 
do capilar de 3,5 kV, temperatura da fonte de 80 °C, temperatura de dessolvatação de 
100 °C e voltagem do cone de 40 V. Na tentativa de identificação de um composto a partir 
do espectro analisado, as massas teóricas de algumas substâncias foram calculadas pelo 
software MassLynx 4.1 utilizando a fórmula molecular do composto protonado. O erro 
entre a massa teórica calculada e a massa experimental foi obtido a partir da seguinte 
fórmula:  
E=(mex-mt/mt)x 10
6 ; onde mex é a massa experimental e mt é a massa teórica.  
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Análise Estatística 
A análise estatística dos resultados foi realizada utilizando o programa estatístico 
BIOESTAT versão 3.0TM (CNPq, Brasil). Os dados de toxicidade foram submetidos ao 
teste ANOVA um critério seguido de Tukey ou U Mann-Whitney, comparando-se o grupo 
teste com o grupo controle. A inibição parasitêmica da fração F4 combinada com 
artesunato foi comparada com a inibição destas drogas separadas por meio do teste 
Kruskal-Wallis. Na análise in vivo do tratamento com a fração F4 foi aplicado o teste 
ANOVA um critério. Em todos os testes foi fixado em 5% (p<0,05) o nível de rejeição da 
hipótese de nulidade assinalando-se com asterisco os valores significantes. 
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Inicialmente, foram determinadas as concentrações do extrato e das frações 
tóxicas para células fibroblásticas (MCF-7) por meio de um teste colorimétrico que 
mensura a viabilidade celular (teste do MTT).  De acordo com a Tabela 1, o extrato bruto 
e todas as frações apresentaram citotoxicidade nas concentrações de 1600 e 400 µg/mL, 
com inibição do crescimento celular variando entre 20 e 66% (p<0,05). Em 100 µg/mL, no 
entanto, as frações F4 e F7 já foram incapazes de suprimir o crescimento das células 
fibroblásticas. E a partir de 25 µg/mL todas as amostras de C. pluviosa testadas não 
apresentaram atividade citotóxica. 
Tabela 1. Inibição do crescimento (%)a, avaliada in vitro pelo ensaio de MTT, de células 
MCF-7 após incubação com amostras de Caesalpinia  pluviosa.  
                      Concentrações (µg/mL) 
Amostras 1600 400 100 25 
 
EB 33,13 ± 10,88* 26,42 ± 19,26 21,95 ± 14,06 NTb 
F1 45,43 ± 5,60* 44,21 ± 8,48* 6,98 ± 6,11 NT 
F2 50,81 ± 13,25* 27,98 ± 7,15* 18,83 ± 17,15 NT 
F3 41,67 ± 10,26* 44,31 ± 13,98* 45,73 ± 6,88* NT 
F4 55,90 ± 9,37* 20,19 ± 3,38* NT NT 
F5 46,98 ± 11,73* 37,85 ± 7,86* 8,28 ± 2,56* NT 
F6 66,25 ± 5,45* 53,82 ± 4,69* 17,39 ± 14,27 NT 
F7 
 
62,66 ± 9,91* 
 
44,93 ± 18,61* 
 
NT 
 
NT 
 
a Valores expressos como média das triplicatas ± DP. Significância em relação ao controle 
*p<0,05.  bNT: Não tóxico.  
 Para assegurar se esta baixa toxicidade poderia ser extendida a eritrócitos não 
infectados, essas células foram incubadas durante 48 horas na presença do extrato bruto 
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e das frações nas concentrações de 25 a 0,19 µg/mL. O número de eritrócitos foi, então, 
verificado em câmara de Neubauer e a porcentagem dessas células estimada quando 
comparou-se com o controle que representa 100% da quantidade dessas células. De 
acordo com a Tabela 2 não foi observada diminuição significativa na porcentagem de 
eritrócitos sadios quando comparados com o controle. Com isso, essas concentrações 
foram estabelecidas para o ensaio da atividade microbicida do extrato e das frações em 
eritrócitos infectados por P. falciparum. 
Tabela 2. Hemácias não infectadas (%) em relação ao controle após incubação 
com extrato/frações 
Amostras  
                                     Concentrações (µg/mL) 
 
25,00 12,50 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 
EB 
 
87,5 ± 
 12,0 
96,5 ±  
4,2 
83,6 ± 
20,8 
90,0 ±  
5,1 
91,5 ± 
10,4 
95,6 ±  
7,7 
97,4 ±  
0,6 
96,5 ±  
5,7 
 
 
F1 
95,8 ±  
9,0 
99,2 ± 
 8,1 
95,6 ±  
6,5 
100,0 ±  
6,8 
98,4 ± 
 2,0 
94,9 ±  
10,9 
96,6 ±  
5,7 
95,3 ± 
10,2 
F2 
 
98,4 ±  
10,7 
94,6 ±  
4,2 
98,2 ±  
8,2 
89,3 ±  
7,8 
95,9 ±  
6,5 
94,7 ±  
0,6 
99,8 ±  
7,8 
95,9 ±  
7,4 
 
 
F3 
112,6 ± 
11,2 
94,5 ± 
 7,2 
95,9 ± 
13,6 
94,0 ±  
11,1 
98,6 ±  
3,7 
114,4 ± 
17,2 
103,6 ± 
9,5 
108,0 ±  
2,8 
 
 
F4 
88,8 ± 
 3,8 
95,4 ±  
7,3 
88,0 ±  
5,4 
84,1 ±  
4,7 
99,7 ± 
10,3 
88,8 ± 
 5,9 
93,1 ± 
 9,5 
88,8 ± 
 5,1 
 
 
F5 
95,1 ±  
10,6 
99,7 ± 
12,4 
96,8 ±  
4,0 
99,9 ±  
7,7 
107,9 ± 
8,9 
92,3 ± 
 5,2 
89,5 ± 
10,9 
103,6 ± 
0,2 
 
 
F6 
103,7 ± 
10,1 
97,5 ± 
 3,1 
96,5 ±  
6,8 
105,1 ± 
3,9 
87,0 ±  
11,9 
101,7 ±  
1,8 
98,3 ± 
15,1 
86,6 ± 
13,8 
 
 
F7 
92,6 ± 
 2.4 
91,8 ±  
7,2 
104,0 ± 
 6,2 
96,4 ±  
5,9 
94,3 ±  
3,9 
96,6 ± 
 11,3 
106,5 ± 
7,9 
90,7 ± 
 8,3 
Dados expressos como a média da triplicata ± DP 
 
Para avaliar o efeito antimalárico do EB e frações, estes foram incubados com 
eritrócitos infectados por P. falciparum sensível (3D7) e resistente (S20) a cloroquina 
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durante 48 horas nas concentrações de 25-0,19 µg/mL. De acordo com os parâmetros de 
atividade estabelecidos (DEHARO, 2000), o EB foi ativo contra os dois isolados de P. 
falciparum, IC50<5 µg/mL (Tabela 3). Esses resultados diferem daqueles obtidos por 
DEHARO et al., (2001) no qual o extrato etanólico de C. pluviosa foi inativo em isolado 
cloroquino-sensível, com IC50 maior que 10 µg/mL, e em isolado cloroquino-resistente 
teve uma atividade moderada, com IC50 entre 10 e 5 µg/mL. Apesar de os extratos 
etanólicos terem sido obtidos da casca de plantas da mesma espécie, os valores de IC50 
podem ser diferentes já que a composição química e a quantidade de compostos 
encontrados em cada parte da planta variam dependendo da origem do vegetal e da 
época da coleta. Nesse contexto, análises das frutas de Laser trilobum L. de diferentes 
regiões indicaram maior teor de sódio nas amostras obtidas de Portugal, mas o teor de 
potássio foi maior nas amostras da Alemanha e Índia do que os dos frutos da Turquia 
(PARLATAN et al., 2008). Tan et al., (2008) analisaram a composição de plantas da 
espécie Artemisiae scopariae colhidas em diferentes estações e regiões da China onde 
são muito utilizadas na medicina popular no tratamento de doenças que acomentem o 
fígado. Esse estudo mostrou que alguns ácidos fenólicos, como o caféico, o 3,5-
dicafeoilquínico e o 4,5-dicafeolquínico, são encontrados em maior quantidade entre maio 
e julho e que as amostras coletadas na primavera contêm mais ácido clorogênico do que 
as coletadas em outras estações.  
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Tabela 3. Valores de IC50 (µg/mL) do extrato e das frações de C. pluviosa. 
 
Amostras 
 
IC50 3D7 
 
IC50 S20 
 
EB 
 
4,84 ± 0,17 
 
3,41 ± 2,45 
F1 10,98 ± 6,01 13,29 ± 2,70 
F2 2,13 ± 0,94 2,07 ± 1,38 
F3 4,55 ± 2,05 5,49 ± 1,26 
F4 0,72 ± 0,29 1,25 ± 0,38 
F5 0,59 ± 0,33 1,72 ± 0,27 
F6 1,30 ± 0,43 3,61 ± 2,46 
F7 17,19 ND 
 Os dados estão expressos como média da quadruplicata ±  DP.  
 ND, não determinado.  A maior concentração testada não inibiu 50% do crescimento 
parasitário. 
Posteriormente, as frações F1 e F2, obtidas a partir do EB, foram testadas sob as 
mesmas condições descritas anteriormente para verificar em qual dessas a atividade 
antiplasmodial permaneceria. Os valores de IC50 demonstram a inatividade da fração F1, 
(IC50=10,98 µg/mL em 3D7; IC50=13,29 µg/mL em S20) e a atividade da fração F2 contra 
P. falciparum (IC50= 2,13 µg/mL em 3D7; IC50=2,07 µg/mL em S20), Tabela 3. Por essa 
razão, a fração F2 foi submetida a um fracionamento em uma coluna cromatográfica que 
resultou em mais cinco frações: F3, F4, F5, F6 e F7. Exceto a fração F7 e a fração F3 em 
S20, todas as outras apresentaram IC50 menor que 5 µg/mL, por isso, foram consideradas 
ativas (Tabela 3). A curva de inibição parasitêmica do extrato bruto e de algumas frações 
são mostradas na Figura 8. O extrato e as frações F2, F4 e F5 foram capazes de inibir de 
forma dose dependente o crescimento de ambas as linhagens do parasita (Figura 8, A-D).  
Considerando que em 25 e 12,5 µg/mL o extrato e as frações inibiram em quase 100% a 
parasitemia, em 6,25 µg/mL esta alta redução foi notada somente nas frações e somente 
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a fração F4 foi capaz de sustentar a inibição do crescimento do parasita em várias 
concentrações, Figura 8 (C).  Para o teste in vivo, portanto, foram escolhidas as frações 
com menores valores de IC50, ou seja, a fração F4 e a F5 cujos valores foram 0,72; 0,59 
µg/mL em 3D7 e 1,25; 1,72 µg/mL em S20, respectivamente (Tabela 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Avaliação da atividade antimalárica de C. pluviosa contra P. falciparum. Inibição 
do crescimento das formas eritrocíticas de isolados de P. falciparum cloroquino-sensível (3D7) e 
resistente (S20) incubados durante 48 horas a 37°C com o extrato bruto (A) e frações de C. 
pluviosa, acetato de etila (B), etanólica 100% (C) e metanólica 50% (D). Os resultados são 
expressos como a média da quadruplica ± DP. (*p<0,05 vs parasitas controle não tratados). 
B 
D 
A 
C 
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No teste in vivo, camundongos da linhagem C57BL/6 infectados por P. chabaudi 
foram submetidos ao tratamento com a fração F4 nas doses 25, 50 e 75 e 100 mg/kg e 
com a fração F5 nas doses 25 e 50 mg/kg durante quatro dias consecutivos, do 0 ao 3° 
dia pós infecção (pi). A fração F4 nas concentrações de 25 e 50 mg/kg/dia reduziu 
significativamente a parasitemia dos camundongos infectados, de uma forma dose-
dependente do dia 5 ao 8 pi em comparação aos não tratados, dia 8 representado como o 
pico de parasitemia (Figura 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Efeito da fração etanólica 100% (F4) de Caesalpinia pluviosa na malária murino. 
Grupos de 10 animais inoculados i.p. com 10
6
 eritrócitos infectados por Plasmodium chabaudi 
foram tratados ou não (controle) com a fração F4 durante 4 dias consecutivos (dias 0-3 pós 
infecção), iniciando no dia 0, 1 horas p.i. Os níveis de parasitemia foram determinados diariamente 
até o dia 12 p.i. Os resultados são expressos como a média do grupo de camundongos ± DP. 
↑ ↑ ↑ ↑ 
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(*p<0,05 vs grupo de animais não tratados). As setas indicam os dias de administração da fração 
F4.  
Os valores de inibição da parasitemia, sumarizados na Tabela 4, demonstram uma 
inibição de 63,6 e 79,4% no dia 6 e 57,4 e 74,1% no dia 7 pós infecção para o grupo de 
tratamento com a fração F4 nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia, respectivamente. No dia 8 
pi, no entanto, essa inibição não foi tão alta, com cerca de 21,5% em 25 mg/kg/dia e 
32,7% em 50 mg/kg/dia. A partir do dia 9, sem a pressão da fração F4, a porcentagem 
parasitêmica aumenta, igualando-se à parasitemia dos animais não tratados (p>0,05). Em 
outro conjunto de experimento, na dose de 50mg/kg/dia, a fração F4 inibiu o crescimento 
parasitário em 51 a 81% nos dias 3 a 7 pós infecção (Tabela 4). 
Tabela 4. Inibição da parasitemia a de camundongos infectados por Plasmodium chabaudi 
tratados com diferentes doses da fração etanólica 100% durante quatro dias consecutivos 
(0-3 pós-infecção) em doisexperimentos independentes. 
 
Doses 
(mg/kg/dia) 
 
Dias pós infecção 
 
 
D3 
 
D4 
 
D5 
 
D6 
 
D7 
 
D8 
Experimentos        
# 1 
50 ND 
54,22 ± 
14,20* 
66,72 ± 
13,16* 
79,44 ± 
5,77* 
72,17 ± 
12,28* 
32,74 ± 
11,59* 
       
25 ND 
29,10 ± 
11,51 
51,46 ± 
23,74* 
63,64 ± 
13,71* 
57,45 ± 
17,15* 
21,50 ± 
9,82* 
        
# 2 50 
81,16 ± 
7,23* 
90,45 ± 
5,53* 
91,06 ± 
5,40* 
86,04 ± 
5,38* 
51,04 ± 
16,45* 
SI 
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a 
Valores são expressos como a média da inibição da parasitemia (%). 
SI: Sem inibição.  
 
ND: Não determinado. 
* p<0,05 vs. controle 
 As maiores doses, 75 e 100 mg/kg/dia, produziram toxicidade elevada com morte 
dos animais (Figura 10). A fração F5, no entanto, não apresentou resultado satisfatório. 
Na dose de 25 mg/kg/dia não apresentou atividade antimalárica, e ao dobrar a dose para 
50 mg/kg/dia, houve morte de alguns camundongos (dados não apresentados). Os 
produtos naturais por possuírem uma variedade de constituintes químicos podem produzir 
um efeito farmacológico desejado como também um efeito tóxico, que é o dano que uma 
substância pode causar no organismo com uma dose certa e tempo (SHAW et al., 1997). 
Esses resultados evidenciam, portanto, a atividade da fração F4 tanto in vitro como in 
vivo, diferentemente de muitos extratos e frações. Extratos etanólicos de Acnistus 
arborescens, Piper cumanense, Piper holtonii, Xylopia aromatica apresentaram boa 
atividade in vitro, mas não tiveram atividade inibitória in vivo (GARAVITO et al., 2006).  
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Figura 10. Efeito da fração etanólica 100% (F4) na sobrevivência dos animais tratados nas 
doses de 75 e 100mg/kg/dia. Grupos de 10 animais inoculados ip com 10
6
 eritrócitos infectados por 
Plasmodium chabaudi foram tratados ou não (controle) com a fração F4 durante 4 dias 
consecutivos (dias 0-3 pós infecção), iniciando no dia 0, 1 horas pi. A sobrevivência dos animais foi 
acompanhada diarimante. As setas indicam os dias de tratamento.  
Visto que a fração F4 apresenta tanto atividade antimalárica in vitro quanto in vivo 
e que atualmente, a terapia recomendada para casos de malária por P. falciparum pela 
OMS é a base de artemisinina a interação entre o ácido artesúnico e a fração foi avaliada. 
A fração F4 e o artesunato em combinação apresentaram IC50 menores do que quando 
utilizados sozinhos. O IC50 da fração reduziu de 3237 para 1402 ηg/mL enquanto que do 
ácido artesúnico foi de 1,402 para 0,630 ηg/mL. Como pode ser visualizado na Figura 11, 
o artesunato combinado com a fração foram capazes de reduzirem significativamente 
(p<0,05) em várias concentrações o desenvolvimento parasitário ao se comparar com a 
↑ ↑ ↑ ↑ 
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redução da parasitemia quando utilizados separadamente. A SFIC foi então calculada e 
apresentou valor inferior a 1 (SFIC=0,908). De acordo com os intervalos estabecidos de 
SFIC, esse resultado denota um efeito sinérgico entre o antimalárico e a amostra de 
planta. Esse efeito exarcebado demonstra que a fração F4 e AS, provavelmente, estão 
agindo em diferentes alvos no parasita, possuindo desta forma, mecanismos de ação 
distintos. Poucos estudos têm mostrado interação sinérgica in vitro de compostos naturais 
com artesunato (MISHRA et al., 2010). O fato de que a interação entre a fração e o 
antimalárico não foi antagônico demonstra a importância em investigar ainda mais os 
compostos presentes nessa fração que poderiam vir a ser utilizados nas terapias atuais 
contra a malária. Além disso, a combinação de drogas pode ajudar a reduzir a seleção de 
parasitas resistentes a esses medicamentos, já que combinados se tornam mais 
eficientes.  
 
Figura 11. Avaliação da interação entre a fração etanólica 100% (F4) e o artesunato. 
Inibição (%) do crescimento de formas eritrocíticas de P. falciparum (3D7) cultivados durante 
48 horas a 37°C com diferentes concentrações (ng/mL) de F4, artesunato (AS) ou dessas soluções 
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combinadas (F4+AS). Os resultados são expressos como a média de triplicatas ± DP. (*p<0,05 vs 
tratamento não combinado).  
Para a caracterização e identificação de possíveis moléculas envolvidas com a 
atividade antimalárica, a fração F4 (ativa) e a fração F7 (inativa) foram ionizadas em um 
espectrômetro de massa e seus espectros foram posteriormente analisados. Na Figura 
12, observa-se o conjunto de substâncias ionizadas encontradas nessas duas frações. 
Embora essas frações sejam diferentes quanto à atividade antiplasmodial seus espectros 
apresentam algumas similaridades. Deste modo, podemos excluir os sinais análogos 
dessas frações e investigar os sinais distintos. Os íons idênticos que essas frações 
compartilham são m/z 102.1314; 150.1387, 195.0256, 288.3157 e 415.2506. No entanto, 
a fração ativa (B) apresenta um sinal importante no seu espectro, o íon m/z 303.0450, que 
se destaca em relação aos demais e que está ausente em A. A ausência desse íon na 
fração inativa e sua predominância na fração ativa podem sugerir que essa substância 
ionizada está associada com a atividade antimalárica da fração F4. 
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saponona B 3 (FU et al., 2008), 3'-deoxi-4-O-metilepisapanol 4 (FU et al., 2008), 
quercetina 5 (RAO e PRASAD, 1978), voucapen-5α-ol 6 (MCPHERSON et al., 1986), 
como mostrado na Tabela 5. 
Tabela 5. Compostos identificados no gênero Caesalpinia spp.  
Compostos 
Fórmula 
Molecular 
[M+1]+ E (ppm) Referências 
1 C14H6O8 303.0141 101,97 UEDA et al., 2001 
2 C16H14O6 303.0869 138,24 
NAGAI E NAGUMO, 
1987 
3 C16H14O6 303.0869 138,24 FU et al., 2008 
4 C17H18O5 303.1233 258,31 FU et al., 2008 
5 C15H10O7 303.0505 18,15 RAO e PRASAD, 1978 
6 C20H30O2 303.2324 618,01 MCPHERSON, 1986 
1. Ácido elágico, 2. Protosaponina C, 3. Saponona B, 4. 3-deoxi-4-O-metilespisapanol, 5. 
Quercetina, 6. Voucapen-5α-ol. Compostos 2 e 3 são isômeros. As substâncias com massas 
molares de 302 e suas respectivas fórmulas moleculares foram obtidas na literatura. [M+1]
+
, massa 
molar mais um proton. E, erro entre a massa teórica e a experimental. 
 
 As massas teóricas desses compostos foram então calculadas com ajuda do 
software MassLynx 4.1 a partir da fórmula molecular do composto protonado, com um 
hidrogênio a mais, e o erro entre a massa teórica e a massa experimental obtido a partir 
da fórmula previamente descrita. A alta resolução e alta precisão da espectrometria de 
massas permitem que a diferença entre a massa teórica e a massa experimental de um 
composto seja abaixo de 20 ppm (ABREU et al., 2007). Como pode ser visualizado na 
Tabela 5 somente a quercetina teve erro de massas abaixo do valor aceitável, com E 
igual a 18,15 ppm. Isso indica que dentre todas as substâncias encontradas no gênero 
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Caesalpinia spp. com massa molecular de 302 somente a quercetina (Figura 13) poderia 
estar relacionada ao íon 303.0450 presente na fração ativa. Para tentar comprovar essa 
associação foi realizado um ESI-MS/MS do padrão de quercetina (Sigma-Aldrich, USA) e 
do sinal 303 da fração F4. Na Figura 14 podem ser visualizados o conjunto de íons de 
cada amostra, fração F4 em A e padrão de quercetina em B. Ao se comparar os dois 
espectros, semelhanças são encontradas em alguns íons como m/z 67, 145, 173, 183, 
201, 229, 247, 257 e 285. Embora os espectros apresentem similaridades, íons diferentes 
como m/z 69, 109, 121, 137, 153 e 165 são encontrados somente no espectro da 
quercetina padrão. Características parecidas, mas não idênticas dos espectros obtidos 
pelo ESI-MS/MS, juntamente com as medidas de massa exata indicam que esta 
substância corresponde provavelmente a um isômero da quercetina. Além disso, o valor 
de IC50 da fração F4 (0,72 µg/mL), obtido no presente estudo, nove vezes menor do que a 
quercetina isolada (6,5 µg/mL) (CAMACHO et al., 2002), reforça a ideia de que um novo 
composto, provavelmente um isômero de quercetina, possa estar relacionado à atividade 
antimalárica da fração F4. 
 
Figura 13. Fórmula estrutural da quercetina 
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CONCLUSÕES 
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O extrato bruto e as frações a partir da concentração de 25 µg/mL não 
apresentaram toxicidade tanto para fibroblastos quanto para eritrócitos não infectados. 
 O extrato bruto, obtido da casca de C. pluviosa, foi ativo contra P. falciparum 
sensível e resistente à cloroquina com IC50 igual a 4,84 e 3,41 µg/mL, respectivamente. 
Exceto F7 e a F3 em S20, todas as frações apresentaram atividade antimalárica 
nos dois isolados de P. falciparum. Porém a F4 e F5 apresentaram os menores valores de 
IC50. 
O tratamento com a fração F4 conseguiu reduzir a parasitemia dos animais 
infectados por P. chabaudi. 
A combinação da fração F4 com o artesunato potencializou o efeito antimalárico 
em cultura de eritrócitos infectados por P. falciparum. 
Análise de espectrometria de massas da fração ativa (F4) e da inativa (F7) 
revelaram o sinal do íon m/z 303.0450, sugerindo a presença de quercetina. 
Uma segunda análise de espectrometria de massas (ESI-MSMS) de F4 e do 
padrão de quercetina mostrou diferenças nos íons m/z 69, 109, 121, 137, 153 e 165, 
sugerindo a presença de um isômero de quercetina.  
A fração F4 representa uma fonte para obtenção de um possível novo 
antimalárico. Fracionamentos bioguiados devem ser executados com o intuito de isolar, 
identificar e caracterizar o composto ativo. Um estudo mais aprofundado da atividade 
contra P. falciparum dessa substância isolada também deve ser realizado.  
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Abstract 
Background 
To overcome the problem of increasing drug resistance, traditional medicines are an 
important source for potential new anti-malarials. Caesalpinia pluviosa, commonly named 
“sibipiruna”, originates from Brazil and possess multiple therapeutic properties, including 
anti-malarial activity.  
Methods 
Crude extract (CE) was obtained from stem bark by purification using different solvents, 
resulting in seven fractions. An MTT assay was performed to evaluate cytotoxicity in MCF-
7 cells. The CE and its fractions were tested in vitro against chloroquine-sensitive (3D7) 
and -resistant (S20) strains of Plasmodium falciparum and in vivo in Plasmodium 
chabaudi-infected mice. In vitro interaction with artesunate and the active C. pluviosa 
fractions was assessed, and mass spectrometry analyses were conducted. 
Results 
At non-toxic concentrations, the 100% ethanolic (F4) and 50% methanolic (F5) fractions 
possessed significant anti-malarial activity against both 3D7 and S20 strains. Drug 
interaction assays with artesunate showed a synergistic interaction with the F4. Four days 
of treatment with this fraction significantly inhibited parasitaemia in mice in a dose-
dependent manner. Mass spectrometry analyses revealed the presence of an ion 
corresponding to m/z 303.0450, suggesting the presence of quercetin. However, a second 
set of analyses, with a quercetin standard, showed distinct ions of m/z 137 and 153.  
Conclusions  
The findings show that the F4 fraction of C. pluviosa exhibits anti-malarial activity in vitro at 
non-toxic concentrations, which was potentiated in the presence of artesunate. Moreover, 
this anti-malarial activity was also sustained in vivo after treatment of infected mice. 
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Finally, mass spectrometry analyses suggest that a new compound, most likely an isomer 
of quercetin, is responsible for the anti-malarial activity of the F4. 
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Background 
One of the principal reasons for malaria‟s high morbidity and mortality is the 
widespread presence of drug-resistant strains of the parasite, resulting in the dramatically 
decreased efficacy of the available anti-malarial drugs, such as chloroquine (CQ) and 
sulphadoxine-pyrimethamine (SP) [1].  
The compounds most widely used to treat malaria, quinine and artemisinin, are 
derived from traditional medicine and plant extracts [2]. Quinine was the first drug 
successfully used to treat malaria. However, this alkaloid has a high level of toxicity and a 
short pharmacological half-life, which limit its use [2, 3]. Currently, artemisinin-based 
combination treatment (ACT) is the therapy of choice for uncomplicated Plasmodium 
falciparum malaria in areas of widespread parasite CQ-resistance [4]. However, failure to 
clear parasites after ACT treatment has recently been reported on the Cambodia-Thailand 
border, and genes related to artemisinin resistance have been discovered [5-9]. 
Furthermore, no new class of anti-malarial has been introduced since 1996 [10], and the 
most successful malaria vaccine was only partially efficient and short lived [11]. Therefore, 
the discovery of new potential anti-malarial compounds is urgently needed.  
Caesalpinia pluviosa, commonly named “sibipiruna”, is a leguminous family of 
Fabaceae that originated from Brazil. This genus is a rich source of furanoditerpenoids 
and has demonstrated multiple therapeutic properties, including antiviral [12, 13, 14], 
antimicrobial [15, 16], antinflammatory [17, 18], and antioxidant [19, 20] activities. 
Preliminary studies have shown that C. pluviosa crude extract (CE) had in vitro anti-
malarial activity against a CQ-resistant strain [21]. However, that work focused only on the 
CE, and no parasite inhibition was observed in an in vivo test. In the present study, the in 
vitro anti-malarial activities of C. pluviosa extracts and the fractions effective against CQ- 
resistant and -sensitive P. falciparum strains, alone or in combination with artesunate, 
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have been evaluated and identified. The cytotoxic properties of these plant-derived 
materials were determined and the in vivo effects in Plasmodium chabaudi-infected mice 
were also studied. Finally, mass spectrometry analyses were carried out to characterize 
new potential molecules with anti-malarial activity. 
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Methods  
Plant extraction and fractionation 
Stem bark from C. pluviosa was collected and deposited at the campus of 
Universidade Estadual de Maringá, Brazil, in September 2006 as voucher #HUEM 12492. 
All plant material was ground and subjected to a turbo-extraction process with 50% 
ethanol-water for 15 min at a T<40 ºC. After evaporation of the organic solvent using a 
rotavapor under reduced pressure at 40 °C, the CE (50 g) was lyophilized. CE was 
dissolved in water (500 mL) and extracted with ethyl acetate (10 x 500 mL). After removing 
the organic solvents by rotavapor under reduced pressure, aqueous (F1) and ethyl-acetate 
(F2) fractions were formed. The F2 fraction was chromatographed by CC 
(chromatographic column) on Sephadex LH-20, resulting in five sub-fractions: 50% 
ethanolic-water (F3; 2.17 g), 100% ethanolic (F4; 0.21 g), 50% methanolic-water (F5; 0.06 
g), 100% methanolic (F6; 0.17 g) and 70% acetone-water (F7; 0.08 g). All fractions were 
concentrated under reduced pressure at 40 °C for solvent evaporation. These samples 
were lyophilized and used in biological tests, as described below. Concentrations of C. 
pluviosa CE/fractions were calculated on a dry material basis. Figure 1 summarizes the C. 
pluviosa extraction and its fractionation process. 
Cultivation of Plasmodium falciparum infected-erythrocytes P. falciparum  
Plasmodium falciparum chloroquine-sensitive (3D7) [22] and chloroquine-resistant 
(S20) [23] strains were cultured in a candle jar as described elsewhere [24]. Briefly, P. 
falciparum infected-erythrocytes (Pf-iE) were cultivated in fresh-type O+ human 
erythrocytes (UNICAMP, Blood Bank, Brazil) suspended at 4% final haematocrit in 
complete medium (RPMPI-1640 containing 10% homologous human plasma and 25 mM 
HEPES buffer, pH 7.4).  
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Cytotoxicity assays 
The cytotoxicities of the plant CE/fractions were assessed by MTT assay [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] to evaluate their effects on the 
proliferation of a human breast cancer cell line, MCF-7 [25, 26]. Cells were cultivated in 
DMEM/HAM-F12 medium supplemented with 10% heat-inactivated foetal bovine serum, 
penicillin (1 unit/mL) and streptomycin (1 unit/mL) in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 
37 °C. MCF-7 cells were seeded in 96-well plates at a density of 2 × 104 cells per well and 
incubated with different concentrations of plant samples. After 48 h, 5 mg/mL of MTT 
solution was added for 4 h and formazan crystals were resuspended in 50 µL of 
isopropanol. The absorbances (A590) of cells containing medium (control) or in the 
presence of different concentrations of the CE/fractions (tested) were determined using an 
ELISA reader (Asys-Expertplus, UK). Data were calculated as the percentage of inhibition 
using the following formula: % inhibition = [1 – (At / Ac)] x 100. At and Ac refer to the 
absorbance of the tested C. pluviosa CE/fractions and the control, respectively.  
The toxicity of the C. pluviosa CE/fractions was also determined in non-infected 
erythrocytes (niE) in the presence of different plant sample concentrations or untreated 
cells (control). The niE were cultured in complete medium at 37 C in candle jars, and the 
red blood cell density (RBCD) was determined after 48 h incubation with the aid of a 
Neubauer chamber. The percentage of RBCD, relative to 0 h, was calculated by the 
following formula: % RBCD = [1 – (n° niE treated with CE and fractions per hour after 
incubation / n° niE per or at 0 h)] x 100. Non-toxic samples were those in which no 
significant inhibition on MCF-7 growth or RBCD, relative to the control, was observed. 
In vitro anti-malarial activity of C. pluviosa extract and its fractions  
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[3H] hypoxanthine incorporation assays were used to determine C. pluviosa anti-
malarial activity against Pf-iE growth as previously described [27]. Background values 
were determined by incubation with niE. Parasite growth in the presence of C. pluviosa 
extract and fractions (sample) was compared to control cultures (medium only). Inhibition 
of parasite growth was calculated according to the following formula: % inhibition = [1 – (n° 
niE treated with CE and fractions per hour after incubation / n° niE per or at 0 h)] x 100. 
The anti-malarial activities of the CE/fractions were classified according to their IC50 
(µg/mL) values, defined as that concentration of compound which inhibits growth by 50% 
relative to untreated controls [21]. Fractions of IC50 < 5 were considered active, fractions of 
10 > IC50 > 5 represented moderate activity and fractions with IC50 values > 10 were 
classified as inactive.  
In vivo anti-malarial activity of plant extract/fractions  
In vivo anti-malarial activity of plant fractions was verified in C57BL/6 mice (7-10 
weeks-old, weighing 20  3 g) purchased from the Centro de Bioterismo-UNICAMP, Brazil, 
and maintained in specific pathogen-free animal facility. All experiments and procedures 
were approved by the UNICAMP Ethical Committee for Animal Research (protocol # 1806-
1). Groups of 10 mice were infected intraperitoneally (i.p) with 106 iE of P. chabaudi 
chabaudi AS (PchAS). PchAs is a non-lethal strain kindly provided by Hernando Del 
Portillo (Department of Parasitology, ICB, USP, São Paulo-SP, Brazil and currently at 
CRESIB, Barcelona, Spain).  One hour post-infection (p.i), groups of 10 animals were 
injected i.p with different concentrations (75, 50, 25 mg/kg/day) of the F4 and F5 fractions 
(50, 25 mg/kg/day) diluted in 200 µL PBS with 1.25% DMSO. Mice were treated for 4 days 
(day 0-3 p.i) according to previous studies [28, 29]. Parasitaemia was monitored daily by 
microscopic examination of Giemsa-stained thin blood smears prepared from mouse tail 
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blood beginning on the third day p.i. Mice in the control group received 200 µL of 1.25% 
DMSO diluted in PBS. 
In vitro compounds interaction on the Pf-iE  
The artesunic acid (artesunate) used for combined treatment with F4 fractions was derived 
from artemisinin isolated from 1 kg of dried-plant material collected from CPQBA´s 
experimental field (hybrid Ch x Viet 55) and extracted with ethanol as previously described 
[30]. Subsequent semi-synthesis procedures provided pure artesunic acid (98%), which 
was further dissolved in sodium bicarbonate solution (0.5%) prior to use as sodium 
artesunate on Pf-iE. Artesunate was identified by comparing the experimental product to a 
commercial sample (Aldrich 98%, Sigma-Aldrich, USA). The 3D7 and S20 strains of P. 
falciparum (4% parasitaemia and 2% haematocrit) were incubated for 48 h in the presence 
of artesunate and the F4 fraction, solubilized in 1.25% DMSO. C. pluviosa fractions were 
dispensed into the 96-well micro-titre plates at different concentration (ng/mL) 
combinations of the F4 fraction and artesunate as follows: 4000-1.8, 2000-0.9, 1000-0.45, 
500-0.225. The combination was performed by adding 50 µL of C. pluviosa fraction (4000 
ng/mL) to 50 µL artesunate (1.8 ng/mL) and so on. Parasitaemia was analysed in thin 
blood smears, and the inhibition was compared to that of the control (100 µL of 1.25% 
DMSO) that represented 100% of Pf-iE growth. Corresponding IC50 values were 
determined for each drug alone and in combination [31]. The synergism degree was 
evaluated as described previously [32]. The sum of fractional inhibition concentration 
(SFIC) was calculated using the formula: K= Ac / Ae + Bc / Be, where K is the value 
corresponding to SFIC, Ac and Bc are the equally effective concentrations (IC50) when used 
in combination, and Ae and Be are the equally effective concentrations used alone. The in 
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vitro drug interaction was classified as follows: SFIC < 1 denotes synergism, 1 < SFIC < 2 
denotes additive interaction, and SFIC≥2 denotes antagonism [33]. 
Mass spectrometry 
Samples of the F4 fraction were dissolved in HPLC grade MeOH, and 10 µL of this 
solution was diluted in 1 mL of solvent (MeOH/H2O [1:1] with 0.1% formic acid [v/v]). A Q-
TOF mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK) with an electrospray source was 
used to perform Electrospray Ionization/Mass Spectrometry (ESI-MS) and ESI-MS/MS 
analyses. The mass spectrometer was operated in the positive ion mode. The ESI source 
unit was operated at a desolvation temperature of 100 °C, with a capillary voltage of 3.5 kV 
and cone voltage of 40 eV. Samples were directly infused at a rate of 10 µL min -1 into the 
ion source using a syringe pump (Pump 11, Harvard Apparatus, Holliston, USA). The 
spectra were acquired in the interval of 100 to 2000 m/z and accumulated for 1 min. ESI-
MS/MS were obtained for ions of interest using collision energies ranging from 10 to 50 
eV. The collision gas pressure (argon) was optimized to produce extensive fragmentation 
of the ions under investigation. To calculate the theoretical masses of the compounds, 
MassLynx 4.1 software was used. The error among the theoretical and experimental 
masses was calculated according to the following formula: E= (mex - mt / mt) x 10
6; where 
mex is an experimental mass and mt is a theoretical mass. 
Statistical analysis 
Toxicity data were analysed using ANOVA or Mann-Whitney tests. Statistical 
significance between treated and non-treated P. falciparum-infected erythrocytes was 
determined using the Mann-Whitney U test. The inhibition of parasitaemia, resulting from 
sole or combined treatment with artesunate and F4, was compared using the Kruskal-
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Wallis test. For analysis of in vivo treatment with the F4 fraction, an ANOVA test was used. 
Calculations were performed using BioEstat™ version 3.0 (CNPq, Brazil), and values were 
considered significant when p<0.05. 
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Results 
Cytotoxicity assessment of C. pluviosa  
The cytotoxic potential of the CE and fractions (F1-F7) was determined on MCF-7 
cells by means of MTT assays. As shown in Table 1, plant CE from all fractions was highly 
cytotoxic at concentrations of 1600 and 400 µg/mL, significantly inhibiting cell growth from 
20% (F4) to 66% (F6) (p<0.05). In contrast, at 100 µg/mL the F4 and the F7 fractions did 
not significantly reduce cell growth compared to the control. The F1 and F5 fractions 
slightly, but significantly, inhibited MCF-7 cell development. No inhibition was observed by 
25 µg/mL of any fraction. To determine if this low toxicity could be extant to niE, the RBCD 
percentage of plant CE and fractions relative to the control was determined at 
concentrations varying from 0.19 to 25 µg/mL.  
In vitro determination of C. pluviosa anti-malarial activity  
To evaluate the anti-malarial effects of plant CE/fractions against chloroquine-
sensitive (3D7) and -resistant (S20) P. falciparum strains, parasite growth inhibition was 
measured by determining [3H] hypoxanthine incorporation at different concentrations (0.19 
- 25 µg/mL). The anti-malarial activity IC50 values were compared for C. pluviosa CE and 
fractions. As shown in Table 2 and consistent with a previous study [21], the F1 and the F7 
fractions were inactive (> 10 µg/mL) against both strains of parasites. However, the IC50 
values of the CE and the other fractions were < 5 µg/mL, indicating inhibition activity. Of 
these, the F3 fraction and the CE presented higher IC50 values than the F4 and F5 
fractions.  
The inhibition curve of the CE and the fractions that presented anti-malarial activity 
(IC50 < 5 µg/mL) are shown in Figure 2 (A-D). The CE and the F2, F4 and F5 fractions 
were capable of inhibiting the growth of both parasite strains in a dose-dependent manner. 
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The CE and all three fractions inhibited parasite development at concentrations of 25 and 
12.5 µg/mL. At 6.25 µg/mL, inhibition was observed in the fractionated, but not crude 
extract. Notably, only the F4 fraction was able to sustain the inhibition on parasite growth 
throughout several concentrations, as shown in Figure 2C.  
Evaluation of the in vivo anti-malarial activity of C. pluviosa 
After demonstrating the capacity of F4 and F5 fractions to control parasite burden 
in vitro, we evaluated whether this activity could be sustained in a mouse model of 
infection. Plasmodium chabaudi-infected mice were treated with different concentrations of 
both fractions for four days (day 0-3 p.i), starting at 1 h p.i. As shown in Figure 3, the 
parasitaemia of infected-mice was significantly reduced in a dose-dependent manner 
when the F4 fraction was administered at doses of 50 and 25 mg/kg/day during days 5-8 
p.i. The highest dose (50 mg/kg/day) inhibited parasitaemia on days 6 and 7 p.i by 79.4% 
and 74.1%, respectively (Table 3). At the lower dose of 25 mg/kg/day, a significant 
reduction of parasite growth was also observed, although the percentage of inhibition 
achieved on day 6 p.i was 63.6% (Table 3). Doses of 75 mg/kg/day of the F4 and 50 
mg/kg/day of the F5 were fatal to 40% of animals (n=10) on days 2 and 4 p.i., respectively. 
In another set of experiments, 50 mg/kg/day of the F4 fraction (during days 3-7 p.i) 
inhibited parasite growth by 51% to 81% (Table 3).  
Evaluation of the interaction between F4 fraction and artesunate 
As shown in Figure 4, artesunate combined with the F4 fraction significantly 
reduced parasite development compared to the reduction observed when either compound 
was tested alone The IC50 values (ng/mL) of the F4 fraction and artesunate alone were 
3237 and 1.324, respectively, whereas the combination of the two led to values of 1402 
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and 0.630 respectively. Calculation of the SFIC value (0.908) indicated a synergic effect of 
the F4 fraction with artesunate.  
Molecular composition analysis of fractions from C. pluviosa 
After assessing anti-malarial activity in vitro and in vivo, mass spectrometry was 
performed to characterize and identify the possible molecules involved in the anti-malarial 
activity. To accomplish this, the F4 (active) and F7 (inactive) fractions were ionized, and 
their spectra were analysed. As shown in Figure 5, their spectra displayed similarities, 
including m/z 102.1314, 150.1387, 195.0256, 288.3157 and 415.2506. However, the most 
active fraction (F4) presented a distinct signal of m/z 303.0450.  
As these compounds were protonated [M+H]+, substances with a molecular mass 
(MM) of 302 in Caesalpinia spp. were searched, corresponding to the 303.0450. Table 4 
shows all compounds found in the literature with 302 MM, which include ellagic acid [34], 
protosappanin C [35], sappanone B [36], 3'-deoxy-4-O-methylepisappanol [36], quercetin 
[37], and voucapen-5α-ol [38]. The high resolution and accuracy of mass spectrometry 
allows up to 20 portions per million (ppm) masses error. After calculating the theoretical 
masses of all retrieved compounds and the error among theoretical and experimental 
masses, quercetin was the only compound with an acceptable error (E=18.15 ppm).  
To confirm the hypothesis that quercetin was the corresponding molecule for the 
m/z 303.0450 signal found in the F4 fraction, a new set of ESI-MS analyses using a 
quercetin standard (Sigma-Aldrich, USA) and the F4 fraction was performed (Figure 6). 
Although both compounds presented some similarities in their spectra, distinct signs of m/z 
137 and 153 were observed only in the quercetin standard. 
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Discussion 
Medicinal plants present a promising source of novel therapeutic agents for the 
treatment of many tropical diseases, including those caused by protozoa. These data 
confirmed the anti-malarial activity of the CE [21, 39] and indicate that the F4 fraction 
possibly contains the main compound related to this activity.  
When assessing anti-malarial activity in vitro, as classified previously [21], the 
CE/fractions of C. pluviosa have been presented inhibitory activity against chloroquine-
sensitive (3D7) and -resistant (S20) strains of P. falciparum. These findings differ from 
previous studies [21, 39], which reported that the CE is inactive against the chloroquine-
sensitive strain (IC50= 15 µg/mL). Moreover, the anti-malarial activity of the CE found here 
was twofold more efficient against the chloroquine-resistant strain (IC50= 3.41 µg/mL) when 
compared with that found in the same previous studies (IC50= 8.3 µg/mL). The discrepancy 
in IC50 values might be due to differences in the phytochemical and pharmacokinetic 
properties of the extract, which can vary depending on the origin, genotype and harvest 
period of the plants [40, 41]. 
Because the F4 and F5 fractions presented the strongest inhibitory activity in vitro, 
these two fractions were chosen for evaluation in P. chabaudi-infected mice. After four 
days of treatment, our results showed that the anti-malarial activity of the F4 fraction was 
also very efficient in vivo. These data show that even after the fractionation and purification 
processes of the extract, no significant anti-malarial activity modification was observed. 
This is noteworthy because previous studies have reported that certain extracts and 
fractions have strong activity in vitro, but no inhibitory activity in vivo [42, 43].  
As ACT has been employed in areas with higher ratios of anti-malarial treatment 
failure, and interaction with artesunate has been a major step in drug discovery [44], the 
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anti-malarial activity of the F4 fraction in the presence of artesunate was evaluated. 
Although few studies have shown in vitro synergistic interactions of natural compounds 
with artesunate [45], these analyses showed that artesunate was able to potentiate the 
reduction of Pf-iE development when combined with the F4 fraction, indicating that these 
distinct compounds had a synergistic effect. The fact that the interaction between F4 
fraction and artesunate did not exhibit antagonistic interactions should prompt further 
exploration of novel therapeutic concentrations and combinations of other compounds 
from plants extracts for the treatment of malaria. As studies of drug combinations may 
reduce the risk of developing drug resistance and may lead to more effective therapeutic 
regimens for the treatment of malaria [44], a detailed evaluation of this synergic effect in 
vivo will certainly bring to light pertinent issues such as pharmacokinetics and 
pharmacodynamics of these compounds, solely or combined.  
Mass spectrometry analyses of the F4 fraction detected an ion of m/z 303.0450, 
similar to the fragmentation profile of quercetin (MM= 302), a natural flavonoid very 
common in edible fruits and vegetables [46]. Indeed, previous studies on the composition 
of Caesalpinia spp. have led to the isolation of several compounds, such as diterpenes 
[47, 48, 49], flavonoids [50], biflavonoids [51] and tannins [52]. Analyses of 480 plant-
derived compounds have revealed that diterpenoids and flavonoids isolated from 
Caesalpiniaceae family are associated with anti-malarial activity against P. falciparum [53]. 
However, a second set of analyses using a quercetin standard showed distinct ions of m/z 
137 and 153. Furthermore, the IC50 value of the F4 fraction (0.72 µg/mL) obtained in these 
work was nine-fold lower than that of quercetin (6.5 µg/mL), as previously described [54], 
thus reinforcing the notion of a new compound related to the anti-malarial activity of F4 
fraction, both in vitro and in vivo assays.  
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Conclusion 
The present study indicates that the F4 fraction of C. pluviosa has no cytotoxic effect and 
exhibits anti-malarial activity, both in vitro and in vivo. When combined with artesunate, 
this fraction potentiated the activity by significantly inhibiting parasitaemia. The presented 
findings suggest that a new compound, most likely an isomer of quercetin, is related to the 
anti-malarial activity of the F4 fraction.Competing interests 
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Figure legends 
 
Figure 1. Schematic view of the extraction and fractionation of Caesalpinia pluviosa.  
 
Figure 2. Assessment of C. pluviosa anti-malarial activity against P. falciparum. Inhibition 
(%) of parasite growth of chloroquine-sensitive (3D7) and -resistant (S20) strains of P. 
falciparum cultivated 48 h at 37 °C with C. pluviosa  (A) crude extract and (B) ethyl-
acetate, (C) 100% ethanolic, (D) 50% methanolic fractions. The results are expressed as 
the mean of quadruplicates ± SD. (*p <0.05 vs. untreated parasites). 
 
Figure 3. Effect of the C. pluviosa F4 fraction on murine-derived Plasmodium. Groups of 
ten C57BL/6 mice infected i.p with 106 iE Plasmodium chabaudi chabaudi were left 
untreated or treated with different doses of the F4 fraction administered i.p. for 4 
consecutive days (days 0 to 3 p.i), starting on day 0 at 1 h p.i. The parasitaemia levels 
were determined daily until day 12 p.i. Results are expressed as the mean of a group mice 
± SD. (*p <0.05 vs. untreated mice group). The administration of F4 fraction is indicated by 
arrows. 
 
Figure 4. Evaluation of the interaction between the F4 fraction and artesunate. Inhibition 
(%) of parasite development (3D7) cultivated 48 h at 37 °C with different concentration 
(ng/mL) combinations of the F4, artesunate (AS) or as a combined solution (F4+AS). The 
results are expressed as the mean of triplicates ± SD. (*p <0.05 vs. non-combined 
treatment). 
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Figure 5. Electrospray Ionization/Mass Spectrometry (ESI-MS) analyses of the (A) 70% 
acetone-water and (B) 100% ethanolic fractions. Ions are marked either as those detected 
in both spectra (*) or only in the F4 fraction (#).  
 
Figure 6. ESI-MS/MS of the ion of m/z 303 from the (A) 100% ethanolic fraction or from a 
(B) solution of quercetin standard. Major fragment ions are marked as either detectable in 
both spectra (*) or only the spectra of the quercetin standard (#). 
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Table 1. Growth inhibition (%) a of MCF-7 cells in vitro after treatment of Caesalpinia 
pluviosa assessed by MTT assay. 
Concentrations (µg/ml) 
Samples 1600 400 100 25 
 
CE 33.13 ± 10.88* 26.42 ± 19.26 21.95 ± 14.06 NTb 
F1 45.43 ± 5.60* 44.21 ± 8.48* 6.98 ± 6.11 NT 
F2 50.81 ± 13.25* 27.98 ± 7.15* 18.83 ± 17.15 NT 
F3 41.67 ± 10.26* 44.31 ± 13.98* 45.73 ± 6.88* NT 
F4 55.90 ± 9.37* 20.19 ± 3.38* NT NT 
F5 46.98 ± 11.73* 37.85 ± 7.86* 8.28 ± 2.56* NT 
F6 66.25 ± 5.45* 53.82 ± 4.69* 17.39 ± 14.27 NT 
F7 
 
62.66 ± 9.91* 
 
44.93 ± 18.61* 
 
NT 
 
NT 
 
a Values are expressed as the mean of triplicates ± SD.  
b NT: Non toxic. 
* p<0.05 vs. control.  
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Table 2. C. pluviosa IC50 values 
a (µg/mL) for crude extract and its fractions (F1-F7). 
Plant samples IC50 3D7 IC50 S20 
CE 4.84 ± 0.17 3.41 ± 2.45 
F1 10.98 ± 6.01 13.29 ± 2.70 
F2 2.13 ± 0.94 2.07 ± 1.38 
F3 4.55 ± 2.05 5.49 ± 1.26 
F4 0.72 ± 0.29 1.25 ± 0.38 
F5 0.59 ± 0.33 1.72 ± 0.27 
F6 1.30 ± 0.43 3.61 ± 2.46 
F7 17.19 ND 
a Data are expressed as the mean of quadruplicates ± SD.  
ND: Not determined. 
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Table 3. Parasitemia inhibition a of Plasmodium chabaudi-infected mice left untreated or treated 
with different doses of the 100% ethanolic fraction for 4 days (0-3 post-infection) from two 
independent experiments. 
 
Doses 
(mg/kg/day) 
Days post-infection 
 
 
D3 
 
D4 
 
D5 
 
D6 
 
D7 
 
D8 
Experiment        
# 1 
50 ND 
54.22 ± 
14.20* 
66.72 ± 
13.16* 
79.44 ± 
5.77* 
72.17 ± 
12.28* 
32.74 ± 
11.59* 
       
25 ND 
29.10 ± 
11.51 
51.46 ± 
23.74* 
63.64 ± 
13.71* 
57.45 ± 
17.15* 
21.50 ± 
9.82* 
        
# 2 50 
81.16 ± 
7.23* 
90.45 ± 
5.53* 
91.06 ± 
5.40* 
86.04 ± 
5.38* 
51.04 ± 
16.45* 
NI 
a Values are expressed as the mean of parasitemia inhibition (%). 
NI: No inhibition.  
 ND: Not determined. 
* p<0.05 vs. control 
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Table 4. Molecular composition identified in the genus Caesalpinia spp.  
Composition 
Molecular 
formula 
[M+1]+ E (ppm) References 
1 C14H6O8 303.0141 101.97 34 
2 C16H14O6 303.0869 138.24 35 
3 C16H14O6 303.0869 138.24 36 
4 C17H18O5 303.1233 258.31 36 
5 C15H10O7 303.0505 18.15 37 
6 C20H30O2 303.2324 618.01 38 
1. Ellagic acid, 2. Protosappanin C, 3. Sapponone B, 4. 3-deoxy-4-O- methylepisappanol, 
5. Quercetin, 6. Voucapen-5α-ol. The compounds 2 and 3 are isomeric forms. Compounds 
with molar masses at 302 and its molecular formula were obtained from literature. [M+1]+, 
molar masses plus a proton. E: Error between theoretical and experimental masses.  
